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Résumé
Etude structurale de protéines périplasmiques d’Agrobacterium tumefaciens impliquées dans la
virulence chez les plantes
Agrobactérium tumefaciens est un pathogène responsable de la maladie de la galle du collet affectant
un spectre de plantes d’intérêt agronomique. Son pouvoir pathogène consiste en un processus
spécialisé impliquant un transfert horizontal de gènes entre la bactérie et la plante. Ce phénomène est
décrit comme une colonisation génétique dans laquelle le transfert et l’expression d’un ensemble de
gènes de la bactérie dans la cellule végétale provoquent une prolifération cellulaire incontrôlée et la
synthèse de composés habituellement absents chez la plante, nommés opines.
Les opines sont des composés quasi spécifiques d’une tumeur végétale induite par A. tumefaciens.
Elles sont des médiateurs chimiques clés de l’interaction Agrobacterium – planteservant de source de
carbone et d’azote spécifiques à la bactérie, et/ou, de signal inducteur du transfert par conjugaison du
plasmide Ti d’A. tumefaciens, porteur de la plupart des déterminants du pouvoir pathogène. Leur
entrée dans le cytoplasme d’A. tumefaciens se fait à l’aide d’un transporteur ABC associé à une
protéine périplasmique de liaison (Periplasmic Binding Protein ou PBP). Ceci permet à la bactérie de
se créer une niche écologique où la présence de ces substrats favorise la croissance et la dissémination
d’A. tumefaciens.
Dans ce travail, nous avons déterminé les structures des protéines périplasmiques NocT et OccJ de
deux modèles d’A. tumefaciens C58 et B6 respectivement, en présence et en absence de leur opine
associée : la nopaline et l’octopine.
Les études d’interaction par microcalorimétrie ont montré que NocT et OccJ sont spécifiques de leur
opine et l’analyse structurale des deux PBPs a permis de définir les résidus clés responsables de la
spécificité aux opines. Chez NocT, Met 117, His 170 et Ser 207 sont les résidus signature de la
fixation de la nopaline. Le mutant Met117Asn a permis de confirmer que cette méthionine a un rôle
crucial pour la spécificité de la nopaline. Chez OccJ, les résidus signature de la fixation de l‘octopine
sont Asn 117, Thr 169, Asn 208 et l’Asn 208 semble être le résidu clé dans la sélectivité de l’octopine.
L’ensemble de ce travail, contribue à une meilleure compréhension de la capacité d’A. tumefaciens à
percevoir de manière spécifique les opines.
Mots clés : Agrobacterium tumefaciens, opines, protéine périplasmique de liaison, cristallisation,
interaction protéine/ligand
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1Liste des Abréviations
ADN : acide désoxyribonucléique
C_ : carbone _
DO : densité optique
IPTG : isopropyl _-D-1-thiogalactopyranoside
ITC : Isothermal Titration Calorimetry
kDa : kilo Dalton
LB : Luria Broth
PBP : Periplasmic Binding Protein ou proteine périplasmique de liaison
PCR : Polymerase Chain Reaction
PDB : Protein Data Bank
QS : Quorum Sensing
Rmsd : root-mean-square deviation ou écard quadratique moyen
SAD : Single Anomalous Diffusion
SDS PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
SEC-MALS : Size Eclusion Column Multi Angle Light Scattering
TB : Terrific Broth
2Introduction
1. La galle du collet
La galle du collet (crown gall) est une maladie répandue dans le monde entier et causée par une
bactérie Agrobacterium tumefaciens (Smith et Townsend, 1907). Elle touche une large gamme de
plantes : environ 640 espèces réparties dans 93 familles (De Cleene et De Ley, 1976).
Les symptômes de la galle du collet sont décrit depuis l’antiquité. Ils se manifestent par l’apparition
d’excroissances végétales au niveau du collet (zone de transition entre le système racinaire et la tige)
ou à la base des racines au niveau d’une blessure. Ces tumeurs de couleur blanchâtre et de consistance
molle sont plus ou moins de sphériques avec une surface irrégulière. Leur taille peut atteindre parfois
30 cm de diamètre. En vieillissant, les tumeurs prennent une teinte brun-noirâtre (Figure 1 B), elles
durcissent et se craquellent pouvant être la cible de micro-organismes tels que Phytophthora,
Fusarium Cylindrocarpon..., qui participent au dépérissement de la plante infectée. Des tumeurs
secondaires peuvent aussi se développer en différents points du système racinaire perturbant
profondément la circulation de la sève.
Cette maladie affecte le développement et la productivité de nombreuses plantes dont un certain
nombre sont d’intérêt agronomique comme les pommiers, les poiriers, les rosiers, etc … Les dégâts les
plus importants sont observés en serre où les conditions environnementales sont très favorables aux
agrobactéries ou en pépinières où le greffage des plantes facilite le développement de la maladie
(Pionnat et al, 1999 ; Beneddra et al, 1996). La conséquence directe est une non commercialisation
des plants infectés entrainant un manque à gagner pouvant être considérable pour les pépiniéristes.
2. Agrobacterium tumefaciens
Agrobacterium tumefaciens est une bactérie isolée pour la première fois en 1907 dans un fragment de
galle par Smith et Townsend sous le nom de Bacterium tumefaciens  (Smith et Townsend, 1907).
2.1. Le genre Agrobacterium
Les bactéries du genre Agrobacterium (Conn, 1942) sont naturellement présentes dans les sols et sont
plus particulièrement retrouvées dans les sols rhizosphériques (sol parcouru par des racines de
plantes). Elles appartiennent à la famille des Rhizobiaceae dans la classe des alpha-protéobactéries. La
famille Rhizobiaceae est capable d’induire la formation de nodosités sur les plantes légumineuses,
permettant la fixation de l’azote atmosphérique chez ces plantes.
Le genre Agrobacterium comprend une douzaine d’espèces réparties en différents groupes
taxonomiques (Popoff et al, 1984). Ces bactéries vivent en mode saprophytes, grâce à la
3décomposition de la matière organique. Cependant plusieurs espèces d’Agrobacterium sont des
phytopathogènes de la plante. En effet, en présence d’éléments génétiques particuliers certaines
espèces dont A. tumefaciens, peuvent provoquer des maladies néoplastiques. Le caractère pathogène
d’Agrobacterium dépend de deux éléments : l’insertion de l’ADN Ti (tumour inducing) dans le
génome de la plante et la modification du métabolisme cellulaire de celle-ci entrainant une
prolifération cellulaire et la synthèse de composés nutritifs pour Agrobacterium (Van Larebeke et al,
1974). Ce mécanisme d’infection par un phénomène de transgénèse naturelle est le seul cas de
transfert d’information génétique décrit entre le règne bactérien et les eucaryotes.
2.1.1. Les caractéristiques cellulaires et métaboliques
Les Agrobacterium sont des bacilles de coloration Gram négative dont la taille varie entre 0,6 à 1 µm
sur 1 à 3 µm. Ces bactéries sont pour la plupart des aérobies strictes. Elles sont chimioorganotrophes,
non sporulantes et sont très mobiles grâce à des flagelles péritriches (Figure 1 C). Elles utilisent
comme source de carbone une grande variété de composés organiques. Leur température optimale de
croissance est située entre 24 et 28 °C. Dans ces conditions et dans un milieu de culture favorable, leur
temps de génération avoisine 120 minutes. À l'inverse, dans des milieux pauvres, elles résistent bien
aux carences et peuvent croitre et survivre pendant plusieurs semaines. Elles résistent aussi aux sels de
tellure, et à de nombreux antibiotiques de type bêta-lactame (Ogawa et Mii, 2005).
2.1.2.     Données taxonomiques
Il est difficile de donner une classification taxonomique des agrobactéries car celle-ci reste discutée et
évolue très fréquemment.
La première classification du genre Agrobacterium a été réalisée en fonction de la pathogénicité des
bactéries. Six espèces de ce genre ont été définies en fonction des symptômes causés chez la plante :
A. tumefaciens (Smith et Townsend, 1907), responsable de la galle du collet ; A. rhizogenes (Riker et
al, 1930), responsable de la prolifération incontrôlée des racines au site d’infection nommée « hairy
root » ; A. vitis (Ophel et Kerr, 1990), agent causal de la galle de la vigne ; A. rubi (Hildebrand et al,
1940), à l’origine de tumeurs sur des tiges des plantes du genre Rubus ;  A. larrymorrei (Bouzar et
Jones, 2001), se développant sur les tiges de Ficus benjamina L. ; et la dernière A. radiobacter
(Beijerinck et Delden, 1902), est une souche non pathogène.
La deuxième classification a été effectuée en fonction de leurs caractéristiques phénotypiques et
biochimiques, les séparant en trois groupes taxonomiques (biovars) (Kesters et De Ley, 1984). Des
expériences d’hybridation ADN-ADN ont montrées que le biovar 1 est le groupe le plus hétérogène
(10 espèces génomiques) (Popoff et al, 1984), groupe dans lequel les souches A. tumefaciens C58 et
B6 sont répertoriées (Costechareyre et al, 2010).
2.2. La structure du génome d’A. tumefaciens C58
4La souche modèle du biovar 1, Agrobacterium tumefaciens C58 a été complètement séquencée deux
fois (Wood et al, 2001 ; Goodner et al, 2001). Elle possède quatre réplicons : un chromosome
circulaire (CcC58, 2,8Mb) comportant la plupart des gènes impliqués dans les processus biologiques
essentiels à la survie de la bactérie (synthèse d’acides nucléiques, traduction, métabolisme des acides
aminés …), un chromosome linéaire (LcC58, 2Mb), un plasmide cryptique At (pAtC58, 0,55Mb) et un
plasmide Ti (« Tumour-inducing », pTiC58, 0,2Mb). Ce dernier plasmide porte le fragment d’ADN
qui est transféré dans la cellule végétale, appelé ADN-T (« Tansferred-DNA ») (Chilton et al, 1977) et
les gènes de virulence vir qui régissent l’intégration de l’ADN-T dans la cellule hôte.
Le génome d’A. tumefaciens C58 contient 5419 gènes codant pour des protéines dont plus de 60%
possèdent une fonction putative attribuée par homologie de séquences. Les familles les plus
représentatives sont les adénosines triphosphates (ATPases) et les transporteurs de type ABC (ATP
binding cassette).
3. Processus d’infection d’Agrobacterium tumefaciens
Le processus de transgénèse mise en place par A. tumefaciens grâce à la présence du plasmide Ti a
permis la mise en évidence du lien entre la tumorigenèse induite par A. tumefaciens et l’intégration de
son ADN-T dans le génome de la cellule végétale infectée (Chilton et al, 1977). Ce mécanisme de
transgénèse fait intervenir deux groupes de gènes localisés à des endroits différents et régulés de façon
distincte. Plus schématiquement, le cycle d’infection d’A. tumefaciens se décompose en trois étapes :
- la reconnaissance bactérie / hôte,
- le transfert de l’ADN-T,
- l’expression des gènes de l’ADN-T qui induisent le développement de la tumeur.
3.1. Reconnaissance bactérie / hôte
3.1.1. Fixation aux cellules hôtes
Lors d’une blessure, la plante libère des molécules chimio-attractantes telles que des sucres et des
composés phénoliques attirant ainsi la bactérie qui se déplace vers la blessure à l’aide de ses flagelles
en suivant le gradient de concentration (Ashby et al, 1988). Pour établir un contact physique avec son
hôte, A. tumefaciens reconnait des protéines localisées sur la paroi végétale et apparentées à la
vitronectine, protéine impliquée dans le maintien de la structure et dans la cohésion des cellules
végétales (Wagner et Matthysse, 1992). Ces protéines sont reconnues par des polysaccharides acylés
de type _-1-2 glucane, synthétisés excrétés par les gènes du chromosome bactérien tels que exoC, chvA
et chvB (Cangelosi et al, 1987). L’interaction du polysaccharide avec la protéine de type vitronectine
entraîne la synthèse de filaments de type cellulose stabilisant et renforçant ainsi l’attachement de la
bactérie sur la cellule hôte.
53.1.2. Activation des gènes de virulence
L’activation des gènes de virulence vir est une étape indispensable pour le processus de transgenèse.
Les gènes vir présents sur la partie non transférable du plasmide Ti ont besoin d’être induits par
l’exsudât des cellules blessées pour être exprimés. Les composés phénoliques synthétisés par la plante
sont reconnus par la protéine VirA (récepteur présent dans la membrane interne de la bactérie)
(Toyoda-Yamamoto et al, 2000). Après fixation des composés, la protéine VirA s’auto-phosphoryle
puis phosphoryle la protéine régulatrice cytoplasmique VirG qui se fixe sur la boite vir qui active la
transcription des promoteurs des gènes vir. Cette dernière étape permet de stabiliser le contact avec
l’hôte et permet d’engager le processus de transfert du T-DNA.
3.2. Transfert T-DNA
3.2.1. Production du brin T
L’expression des gènes vir conduit à la production d’un brin d’ADN-T. Pour cela, les endonucléases
VirD1 et VirD2 vont agir spécifiquement pour couper un fragment de plasmide Ti (Filichkin et
Gelvin, 1993). Grace à son activité hélicase, la protéine VirD1 sépare les deux brins d’ADN-T. La
protéine VirD2 quand à elle clive l’ADN-T au niveau des séquences répétées de 25 nucléotides,
spécifiques des régions flanquantes de ce fragment. VirD2 se fixe covalemment à l’extrémité 5’ du
brin d’ADN-T (Gelvin, 2003). Le complexe VirD2/ADN-T se sépare du reste du plasmide, et ainsi le
brin T est formé et il va pouvoir s’orienter afin d’être transféré dans la cellule hôte pendant que le
plasmide Ti est régénéré à l’aide de la machinerie de réparation de l’ADN de la bactérie.
3.2.2. Translocation du brin T dans la cellule végétale
Le complexe brin T/ VirD2 ainsi que quatre autres protéines effectrices bactériennes (VirE2, VirE3,
VirF et VirD5) sont transférés dans la cellule végétale. Ce transfert requiert une machinerie protéique
particulière qui forme un canal entre la bactérie et la cellule hôte (Vergunst et al, 2000). Cette structure
est un système de sécrétion de type IV (Christie et Cascales, 2005) composé d’un assemblage de 12
protéines : 11 protéines VirB et de la protéine VirD4 (Hwang et al, 2004) .
La protéine VirB1 hydrolyse localement le peptidoglycane de la membrane bactérienne, puis les autres
protéines s’assemblent autour de VirD4 pour former le transporteur T. Le complexe multiprotéique
formé est composé en trois sous groupe. Le pilus T composé principalement de VirB2 et des ATPases
VirB4, VirB11 et VirD4 fournissent l’énergie nécessaire à l’assemblage du transporteur T et au
transfert du brin T. Les protéines VirB6 à VirB10 constituent le canal de translocation traversant les
membranes bactériennes. Enfin les protéines VirB2, VirB5 et VirB7 sont impliquées dans le contact
bactérie/ cellule végétale (Backert et Meyer, 2006).
3.2.3. Intégration dans le génome de l’hôte
A son entrée dans cellule végétale, le brin T est recouvert de protéines VirE2 afin de le protéger des
nucléases végétales (Gelvin, 1998) et de lui conférer la structure nécessaire pour son transport jusqu’au
6noyau de la cellule hôte. On le nomme complexe T. Pour le moment, les données expérimentales
présents dans la littérature ne permettent pas de déterminer précisément où se forme le complexe T
mais la possibilité que le complexe se forme avant ou lors du passage dans le canal de translocation est
l’hypothèse la plus récente (Pitzchke et Hirt, 2010).
3.2.3.1. Importation du complexe T dans le noyau
Dans le cytoplasme de la cellule végétale, le complexe T est dirigé vers le noyau de la cellule à l’aide
de protéines cargos telles que la dynéine (Salman et al, 2005). De plus, il a été démontré que des
protéines de la cellule hôte de la famille des importines se fixent sur les séquences NLS (Nuclear
Localisation Signal) de VirD2 et VirE2, facilitant ainsi l’entrée du complexe T dans le noyau (Ballas
et Citovsky, 1997). La protéine VirE2 interagit avec la protéine de plante VIP1 (VirE2-Interacting
Protein 1). En réponse au stress induit par l’entrée de protéines dans la cellule de plante, VIP1 est
activé par phosphorylation par la protéine MPK3. Dans de telles conditions, VIP1 est recrutée dans le
noyau où elle y co-transporte VirE2 et donc l’ADN-T (Djamei et al, 2007).
3.2.3.2. Intégration de l’ADN-T dans le génome végétal
L’intégration de l’ADN-T dans le génome de la plante se fait de façon aléatoire, avec une préférence
pour les régions transcriptionnellement actives de la chromatine (Brunaud et al, 2002 ; Szabados et al,
2002 ; Li et al, 2006). Actuellement, deux modèles sont proposés (Tzfira et al, 2004).
Le premier se base sur le principe d’une recombinaison entre l’ADN-T simple brin T et la séquence
d’ADN de la plante dans des régions où il y aurait une « micro-homologie ». La présence de VirD2 sur
la partie 5’ du brin T permettrait la coupure de l’ADN végétal et ainsi l’intégration du brin d’ADN-T.
Au moment de l’intégration du brin d’ADN-T, VirD2 et VirE2 sont décrochés permettant ainsi la
synthèse du brin complémentaire de l’ADN-T et l’incorporation d’une copie double brin dans le
génome de la plante (Tinland  et Hohn, 1995).
Le deuxième modèle se base sur une recombinaison non homologue (NHEJ : non homologous end-
joining) suite à des cassures de l’ADN végétal (Chilton et Que, 2003). Ceci suppose que le brin
d’ADN-T est répliqué pour former un double brin T qui s’intègre au niveau d’une cassure dans le
génome de la cellule végétale. Cette réplication non homologue explique plus facilement la présence
de copies répétées  d’ADN-T et la présence fréquente de plusieurs ADN-T d’Agrobacterium de
souches différentes dans un même génome de cellule végétale (De Buck et al, 1999 ; De Neve et al,
1997 ; Krizkova et Hrouda, 1998).
4. Tumorigenèse
4.1. Expression des gènes d’ADN-T associés au développement de la
tumeur
7Les gènes portés par l’ADN-T sont transcrits et traduits grâce à la machinerie cellulaire de la plante et
leur régulation se fait via leurs propres promoteurs, car les promoteurs bactériens ressemblent aux
promoteurs eucaryotes (Slightom et al, 1986).
4.1.1. Synthèse d’hormones
Certains gènes codés par l’ADN-T d’Agrobacterium permettent la synthèse dans la cellule de plante
d’hormones végétales. Parmi ces gènes,  iaaM, iaaH et ipt participent à la synthèse des hormones
végétales de la famille des auxines ou cytokinine (le 3-indole-acétamide (IAM), le 3-indole-acétate
(AIA), l’isopentényladénosine 5’-monophosphate), connues pour réguler la prolifération, l’élongation
et la différenciation des cellules végétales (Zambryski et al, 1989 ; Veselov et al, 2003). L’expression
de ces oncogènes de l’ADN-T aboutit à une accumulation des phytohormones, provoquant une
dérégulation hormonale qui induit la prolifération anarchique des cellules et la formation de tumeurs
(Veselov et al, 2003).
4.1.2. Synthèse des opines
4.1.2.1. Synthèse
Les opines sont des petites molécules dont la synthèse est réalisée dans la cellule tumorale en réponse
à un stimulus de la bactérie (Petit et Tempe, 1984).
Dans la nature, il existe une vingtaine d’opines résultant de la condensation d’un acide aminé et d’un
sucre ou d’un acide _-cétonique. Elles sont séparées en deux classes, les opines qui proviennent de la
condensation d’un acide aminé et d’un sucre comme l’agropine, et celles qui sont dérivées de la
condensation d’un acide aminé et d’un acide comme nos deux opines d’intérêt, l’octopine et la
nopaline, qui résultent respectivement de la condensation d’une arginine avec un pyruvate ou un _-
kétoglutarate.  Les protéines nécessaires à leur biosynthèse sont codées sur la partie non transférable
du plasmide Ti. Les bactéries utilisent les métabolites présents dans la cellule hôte pour générer les
opines. Les gènes de dégradation des opines sont portés par les plasmides Ti, et seul Agrobacterium
est capable de métaboliser ces molécules. Ainsi pour produire les opines, les agrobactéries détournent
l’activité métabolique de la plante à son profit.
Toutes les Agrobacterium ne catabolisent pas les mêmes opines. En effet, chaque opine est spécifique
et utilisable seulement par la souche portant les gènes de synthèse correspondant sur le plasmide Ti
(Montoya et al, 1977 ; Dessaux et al, 1988). Par exemple, la souche d’A. tumefaciens B6 contenant le
plasmide Ti B6 est une souche spécifique de l’octopine (produit du gène occ : octopine synthase) et de
la mannopine (produit du gène mas : mannopine synthase) et celle contenant le plasmide Ti C58 une
souche à nopaline (produit du gène noc : nopaline synthase) et agrocinopine A et B (produits du gène
acs : agrocinopine synthase). Cette caractéristique a été utilisée pour le classement des souches
d’Agrobacterium (Petit et al, 1970 et 1983).
4.1.2.2. Rôles des opines
8Le premier rôle des opines est de servir de source de carbone et d’azote aux bactéries capables de les
cataboliser. Le fait qu’Agrobacterium ne puisse utiliser que les opines dont il a le gène sur le plasmide
Ti, lui confère une spécificité de substrat par rapport aux autres bactéries présentes dans la tumeur, et
favorise sa propagation (Tempe et al, 1979). En plus du rôle de nutriment, certaines opines comme
l’agrocinopine et l’octopine peuvent induire de façon indirecte le transfert conjugatif du plasmide Ti
en stimulant l’induction des gènes vir (Veluthambi et al, 1989). Ce phénomène est appelé le « concept
d’opine » (Guyon et al, 1980). Ainsi les opines, jouent un rôle majeur dans la propagation et la
dissémination d’Agrobacterium tumefaciens et créent un environnement écologique favorable à la
croissance et au développement du pouvoir pathogène d’Agrobacterium tumefaciens (riche en
métabolites et opine).
4.2. Structure de la tumeur
Le développement des tumeurs végétales induites par A. tumefaciens est associé à la néo-
vascularisation des tissus. Le réseau vasculaire des tumeurs est connecté au système circulatoire de la
plante, permettant ainsi l’apport d’eau et de nutriments nécessaires à la multiplication des bactéries et
donc à la prolifération des cellules tumorales (Ullrich et al, 2000). La mise en place du réseau
vasculaire et la prolifération des cellules tumorales sont liés à une concentration élevée en auxine et à
un déficit en oxygène dans la tumeur. Ces deux phénomènes favorisent la stimulation de l’activité de
l’acide 1-aminocyclopropane-1 carboxilique (ACC) qui joue un rôle important dans la synthèse de
l’éthylène, hormone de plante. Cette hormone participe à la vascularisation par la restructuration du
xylème (Wachter et al, 2003) et stimule la synthèse de l’acide abscissique (ABA), la phytohormone
ABA ayant un rôle dans la protection de la tumeur contre la déshydratation (Efetova et al, 2007).
5. Réponse de la plante à l’infection d’Agrobacterium tumefaciens
La plante a mis en place un système de défense « immunitaire » qui agit aux différentes étapes de
l’infection par A.tumefaciens. Le mécanisme le plus étudié est basé sur l’induction d’une cascade de
signalisation de type MAP kinase (Mitogen- Activated Protein kinase) lorsque la plante perçoit des
signaux du pathogène au niveau de certains récepteurs membranaires. Ces signaux sont appelés
PAMPs (Pathogen- Associated Molecular Patterns ou molécules associées aux pathogènes). Ils
peuvent être aussi bien des éléments du pathogène que des composés produits par la plante en réponse
à la présence du pathogène (Pitzschke et al, 2009). Cette réponse entraine une défense locale comme la
réponse hypersensitive et/ou la réponse systématique acquise.
Lors d’une étude sur l’infection d’Arabidopsis thaliana par A. tumefaciens une catégorie de PAMPs a
été caractérisée (Zipfel et al, 2006). Dans ce travail, Zipfel et al ont montrés que les récepteurs EFR et
FLS2 d’Arabidopsis, récepteurs de type PRR (Pattern Recognition Receptor) détectaient des PAMPs
possédant tous des domaines conservés de flagelline bactérienne et du facteur d’élongation EF-Tu
bactérien. La fixation de ces deux PAMPs aux PRR activent un ensemble d’évènements de
signalisation et de réponse de défense de la plante dont une cascade de signalisation MAP kinase
aboutissant à la production d’espèces réactives de l’oxygène constituant la réponse hypersensitive et  à
l’origine de la mort cellulaire au niveau des tissus infectés.
9Lors de l’infection, la concentration en acide salicylique augmente dans les tissus végétaux. Ce
composé induit la synthèse de protéines de résistance qui ont une activité antimicrobienne. Ce système
correspond à la réponse systématique acquise.
6. Quorum sensing
6.1. Principe
Le quorum sensing (QS) est un système communication basé sur la régulation génétique en réponse
aux fluctuations de la densité de la population cellulaire (Fuqua et al, 1994). Les bactéries utilisent le
système de communication QS pour organiser un large éventail d'activités physiologiques dont la
symbiose, la virulence, la conjugaison, la motilité, la sporulation... Ce mode de communication permet
d’adopter un comportement groupé essentiel à la survie et à la virulence (Waters et Bassler, 2005).
Ce mécanisme au travers du système LuxI/LuxR a été décrit pour la 1ère fois chez la bactérie Vibrio
fisheri (Nealson et al, 1970). Il repose sur la synthèse, la diffusion et la perception de signaux
chimiques appelés auto-inducteurs libérés dans le milieu extracellulaire. A une faible densité
cellulaire, la quantité d’auto-inducteurs libérés n’est pas suffisante pour être perçue par les membres
de la population bactérienne. Lorsque la densité de la population augmente, la concentration
extracellulaire des phéromones s’accroit (Nealson et Hastings, 1979 ; Fuqua et al, 1994) et on dit que
le quorum est atteint lorsque la détection d’un seuil minimal de l’auto-inducteur par des récepteurs
intracellulaires spécifiques des bactéries va induire la régulation transcriptionnelle synchronisée des
gènes cibles au sein de toute la communauté bactérienne.
Le QS est un système de communication répandu chez les bactéries, mais on peut observer des
variations suivant les souches (Waters et Bassler, 2005), notamment sur la nature des auto-inducteurs
perçus répartis en trois classes : AHL (Acyle Homosérine Lactone), spécifique des bactéries à Gram-
négatifs, AI-2 (Auto-Inducteur-2), que l’on retrouve chez les deux types bactériens et AIP (Peptide
Auto-Inducteur), spécifique des bactéries à Gram-positif.
6.2. Mécanisme général chez A. tumefaciens
6.2.1. Régulation du quorum sensing
Chez A. tumefaciens, la régulation du QS se fait par le système TraI/TraR (système homologue de
LuxI/LuxR) (Piper et al, 1993) dont les gènes sont localisés sur la partie transmissible du plasmide Ti
(Zhang et al, 1993). Dans ce système, TraI est la protéine responsable de la synthèse de l’auto-
inducteur et TraR assure la perception des signaux de l’auto-inducteur et la régulation
transcriptionnelle qui permet l’expression des gènes cibles du QS (Hwang et al, 1994 ; White et
Winans, 2007). La conjugaison entre cellules d’A. tumefaciens nécessite deux signaux sensor : un
signal d’une opine hôte produite au niveau du site d’infection et un signal auto –inducteur AHL, la N-
(3-oxoctanoyl)-homoserine lactone (notée OC8HSL) (Dessaux et al, 1992 ; Zhang et al, 1993).
Les opines utilisées principalement comme source de nutriments pour les bactéries peuvent aussi
initier indirectement la cascade du QS. En effet, les opines induisent indirectement l’expression de
TraR par un régulateur spécifique des opines. Il existe deux classes de régulateurs d’opines : octopine-
type et nopaline- type. Dans l’octopine-type, l’octopine agit pour induire l’expression de TraR par
l’activation d’OccR (Fuqua et Winans, 1996). Pour le nopaline-type, les opines agrocinopine A et B
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induisent l’expression de TraR au travers de l’inactivation du répresseur AccR (Beck von Bodman et
al, 1992).
6.2.2. Fonctions régulées par le quorum sensing
Les fonctions et le mécanisme du QS chez A. tumefaciens sont les même que celles de V. fischeri.
Chez A. tumefaciens, le QS contrôle le transfert conjugatif du plasmide Ti (Piper et al, 1993),
l’amplification du nombre de copie du plasmide et le niveau d’agressivité de la bactérie sur la plante.
Les gènes ciblés par le QS, operons tra, trb, rep et le gène TraM, sont présents sur le  plasmide Ti et
sont régulés par le complexe auto-inducteur/TraR (Fuqua et al, 1995 ; White et Winans, 2007).
Ainsi, en présence d’un faible niveau d’expression de TraI, peu d’auto-inducteurs sont produits. Puis
lorsque la densité bactérienne augmente, l’expression du gène TraR est activé. La protéine TraR est
produite et se fixe à OC8HSL. Le complexe formé induit l’expression de TraI pour établir une boucle
d’auto-induction positive du QS.
6.2.2.1. Le transfert conjugatif du plasmide Ti
Les gènes des opérons tra et trb sont impliqués dans le transfert conjugatif du plasmide Ti d’une
souche donatrice vers une souche réceptrice. L’operon tra est nécessaire pour la mobilisation du
plasmide Ti (Fuqua et Winans, 1996). L’operon trb code pour les gènes impliqués dans la production
du pore SST4 essentiel pour le transfert horizontal du plasmide Ti (Li et al, 1998). Ce mécanisme de
transfert du plasmide Ti est essentiel à la dissémination du pouvoir pathogène au sein de la
communauté bactérienne.
6.2.2.2. La réplication du plasmide Ti
Les gènes de l’opéron rep sont engagés dans la réplication du plasmide Ti (Pappas et Winans, 2003).
Comme le plasmide Ti est maintenu en une seule copie dans les bactéries, les gènes rep A et rep B
codent pour des protéines impliquées dans le système de partition. Ces gènes sont requis pour la
transmission du plasmide de la cellule mère à la cellule fille. Le produit du gène rep C, une réplicase
est requise pour le processus de réplication du plasmide Ti (Pappas, 2008).
6.2.2.3. Le niveau d’agressivité de la bactérie
Le niveau d’agressivité d’A. tumefaciens dépends de sa capacité à former des tumeurs chez la plante.
Son agressivité est lié au nombre de copie du plasmide Ti, car le gène de virulence vir est porté sur le
plasmide Ti. Ainsi l’induction des gènes rep par le QS entraîne l’augmentation du nombre de copie de
plasmide Ti, donc une élévation du nombre de gènes vir impliquant un accroissement du transfert
d’ADN-T dans les cellules végétales. L’agressivité de la bactérie est ainsi amplifiée par le QS et il en
résulte une aggravation des symptômes chez la plante.
6.2.3. Les antagonistes du QS chez A. tumefaciens C58
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6.2.3.1. Un antagoniste de TraR : TraM
Pour réguler négativement le QS, le gène TraM code pour un antagoniste de TraR (Fuqua et al, 1995).
Son expression est induite par le complexe auto-inducteur/ TraR à partir d’une certaine concentration.
Il agit comme anti-activateur des gènes régulés par le QS (Hwang et al, 1995). Pour cela TraM a deux
stratégies, soit il inhibe directement TraR en empêchant de se lier aux boites tra, soit TraM perturbe les
complexes TraR/ADN déjà formés (Luo et al, 2000). TraM semble être la principale différence entre
les mécanismes de régulation du QS chez A. tumefaciens par rapport à V. fischeri.
6.2.3.2. La dégradation des signaux AHL : rôle des lactonases AiiB et BlcC
Les lactonases sont des enzymes capables d’hydrolyser la liaison ester du noyau lactone des AHL,
provoquant la perte de la fonction de signalisation de ces molécules.
A.tumefaciens C58 dispose de deux AHL lactonases, AiiB et BlcC portées par les gènes AiiB présent
sur le plasmide Ti et BlcC présent sur le plasmide At. Le rôle de ces lactonases est de dégrader les
signaux d’OC8HSL pour moduler les fonctions de régulation par le QS.
7. Les protéines périplasmiques de liaison
Chez les bactéries, le transport sélectif de signaux moléculaires environnementaux est une étape clé de
processus biologiques tels que la nutrition, la communication intracellulaire, la virulence, … Ce
mécanisme fait intervenir des complexes protéiques transmembranaires, dont les plus représentatifs
sont les transporteurs ABC (ATP binding cassette). Chez les bactéries, ces transporteurs sont associés
à des protéines périplasmiques  de liaison appelées PBPs (Periplasmic Binding Protein) qui assurent la
spécificité et le transport unidirectionnel des molécules vers le cytoplasme.
7.1. Les protéines périplasmiques
Les protéines périplasmiques de liaison (PBP) forment une grande famille de protéines allant de 25 à
70 kDa. Elles servent de récepteurs pour divers ligands solubles : oligosaccharides, acides aminés,
peptides, anions, complexes ferreux organiques … (Tam et Saier, 1993) et interviennent dans le
processus de reconnaissance et de capture de solutés dans la région extra cytoplasmique des bactéries.
7.1.1. Structures
La protéine ABP (L-arabinose-Binding Protein) a été la première structure cristalline résolue
(Quiocho et al, 1974). Depuis, un peu plus de 120 structures de PBPs ont été résolues et déposées dans
la PDB. L’analyse de ces PBPs montre qu’entre elles, elles présentent une faible homologie de
séquence, mais que leurs structures 3D sont généralement bien conservées. Les caractéristiques
structurales communes à toutes les PBP sont :
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- Elles sont constituées de deux domaines globulaires (lobes) de type feuillets _ central entourés
par des hélices _,
- La fixation du soluté se fait dans le sillon situé entre les deux lobes,
- La fixation du ligand permet un mouvement des deux lobes au niveau de la région charnière
permettant aux PBPs d’adopter deux conformations différentes : ouvertes ou fermées
(Quiocho et al, 1991 ; Quiocho et Ledvina, 1996).
Bien que la structure ternaire soit globalement conservée, il subsiste des différences au niveau de la
taille et du réarrangement des structures secondaires de leurs domaines.
7.1.2. Classification
Plusieurs classifications de PBPs existent suivant leurs structures tridimensionnelles ou leurs ligands.
La première classification des PBPs a été réalisée par Tam et Saier en 1993. Dans le cadre de leurs
travaux, ils ont classé la majorité des PBPs en 8 sous-groupes en fonction des solutés fixés (Tam et
Saier, 1993). Les sous-groupes sont les suivants, PBPs fixant :
1- Oligosaccharides, glycérol-3-phosphate, fer ;
2- Pentose, hexoses ;
3- Acides aminés polaires, opines ;
4- Acides aminés aliphatiques et hydrophobes ;
5- Peptides et nickel ;
6- Anions inorganiques multivalents ;
7- Anions organiques multivalents ;
8- Complexes ferreux organiques, vitamine B12.
Cette étude montre aussi qu’il existe une plus grande homologie de séquence entre deux protéines
fixant le même soluté mais provenant de bactéries différentes qu’entre deux PBPs provenant du même
organisme mais fixant des ligands différents.
La deuxième classification se fonde sur le principe que toutes les PBPs ont un ancêtre commun. Elle
est basée sur la relation phylogénétique et la comparaison des arrangements topologiques des
structures 3D. De cette façon, Fukami-Kobayashi a proposé deux classes différentes par le nombre et
l’ordre des feuillets _ et par le nombre de segments reliant les deux lobes (classes I : trois courts
segments, classe II : deux segments) (Fukami-Kobayashi et al, 1999). Puis Karpowich a ajouté une
3ème classe regroupant les PBPs dont la région charnière est formée par une longue hélice _
(Karpowich et al, 2003).
Enfin depuis 2010, grâce à la multiplication des données structurales déposées dans la PDB, Berntsson
a défini une nouvelle classification plus précise basée sur un alignement de structures
tridimensionnelles (Berntsson et al, 2010). Elle est composée des six groupes présentés dans la figure
12. La grande différence avec la classification proposée par Tam est que dans celle-ci, nous observons
que les protéines ayant une forte homologie de structure ne se lient pas forcement avec des solutés de
même nature.
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7.1.3. Liaison du PBP à son ligand
De nombreuses structures de PBPs sont disponibles soit sous forme vide, soit complexée au soluté.
Dans la majorité des cas, en absence de ligand, les PBPs se trouvent sous forme ouverte permettant
ainsi la reconnaissance et la fixation du ligand au niveau du sillon. La fixation du soluté induit un
mouvement de charnière qui rapproche les deux domaines globulaires se refermant sur le ligand. Cette
conformation est nommée forme fermée. Ce mécanisme appelé « Venus Flytrap » (Felder et al, 1999)
chez les PBPs fait référence aux Dionées (plantes carnivores attrape-mouche) décrites par Carl von
Linne en 1770.
Selon l’état de liaison les PBPs peuvent adopter des conformations intermédiaires (Newcomer et al,
1981), comme des protéines ligandées ouvertes ou des PBPs vides sous forme fermées.
7.2. Les PBP et le transport de soluté 
Chez les bactéries, les PBPs impliquées dans le transport de molécules peuvent être associées à trois
types de transporteurs : ABC (ATP Binding Cassette), TRAP (Tripartite ATP Independent
Periplasmic) et TTT (Tripartite Tricarboxylate Transporteur). Ces transporteurs actifs lient et
transportent leur substrat à travers la membrane en utilisant l’énergie d’hydrolyse de l’ATP contre le
gradient de concentration du substrat. Chez les bactéries, les transporteurs les plus représentatifs sont
les transporteurs de type ABC.
7.2.1. Transporteurs ABC
Les transporteurs ABC (ATP-Binding-Cassette) appartiennent à l’une des plus larges familles de
protéines ubiquitaires chez toutes les espèces. On en dénombre une cinquantaine de gènes codant pour
des transporteurs ABC chez l’homme (Dean et al, 2001). Chez A. tumefaciens C58, 15 % du génome
code pour des transporteurs dont 60 % sont des transporteurs ABC (Wood et al, 2001).
Ces protéines sont impliquées dans le transport d’un grand nombre de substances biologiques
(peptides, hormones, sucres, ions…) mais également de substances toxiques (métaux lourds,
drogues…). Elles se caractérisent par la diversité de fonction de cette famille de protéines.
Les transporteurs ABC sont constitués de quatre domaines principaux, deux domaines
transmembranaires (TMD) et deux domaines de liaison des nucléotides (NBD).
7.2.1.1. Les domaines transmembranaires (TMD)
Les deux TMD s’associent pour former le pore de translocation du soluté au travers de la membrane
interne de la bactérie. Typiquement, leur structure est constituée de quatre à six hélices _ qui traversent
la membrane, soit un total de huit à douze hélices par dimère de TMD. Ces hélices sont reliées entre
elles par des boucles intra et extra cytoplasmiques (Quentin et al, 1999). Au niveau des hélices
transmembranaires, les TMDs possèdent des résidus impliqués dans la fixation et le transport des
solutés.
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7.2.1.2. Les domaines de liaison des nucléotides (NBD)
Les domaines NBDs sont très conservés comme a pu le montrer la résolution de plusieurs structures
cristallines de ces NBDs. De façon générale, ils présentent tous un repliement similaire : un sous
domaine _/_ (deux feuillets _ et six hélices _), un sous domaine _ reliés par deux boucles flexibles
dont l’une contient le motif « Q-loop » impliqué dans la transmission des changements de
conformation des domaines TMDs et NBDs.
Les NBDs sont caractérisés par des séquences consensus comme la signature ABC qui permet de les
identifier mais aussi les motifs Walker A (« P-loop ») et Walker B. Le motif Walker A est impliqué
dans la liaison et l’hydrolyse de l’ATP. Le motif Walker B contient le site de l’ion Mg2+ utilisé lors de
l’hydrolyse de l’ATP en ADP. Enfin les NBDs interagissent avec le motif conservé EAA des boucles
intracellulaires des TMDs.
7.2.2. Mécanisme de transport des solutés
Le transport du soluté par le transporteur ABC implique d’importants changements conformationnels
et l’hydrolyse de l’ATP. Le mécanisme est le suivant :
Le ligand traverse la membrane externe de la bactérie à l’aide des porines. Dans le périplasme, il est
pris en charge par une PBP. La fixation du soluté à la PBP entraine un changement conformationnel de
la PBP sous une forme fermée. Le cycle du transport par l’ABC transporteur est initié lors de
l’interaction de la PBP avec le site de liaison de l’ABC transporteur situé au niveau des TMD qui
prend en charge le soluté. Cette liaison avec le ligand induit un changement conformationnel des
TMD, qui est transmis aux NBDs pour qu’ils lient l’ATP. La liaison de l’ATP qui induit d’importants
changements conformationnels responsables du changement d’orientation du site de liaison du substrat
de telle sorte que le substrat soit libéré dans le cytoplasme (Ames, 1986). L’hydrolyse de l’ATP et le
relarguage de l’ADP et du Pi permettent de restaurer le transporteur dans sa conformation initiale pour
initier un nouveau cycle .
7.3. Fonctions associées aux PBP chez A. tumefaciens
La séquence d’A. tumefaciens C58 a permis d’identifier plus de 150 gènes codant pour des PBPs
associées à des transporteurs ABC (Wood et al, 2001 ; Goodner et al, 2001) et possédant différentes
fonctions biologiques comme la perception de nutriments, le transfert conjugatif, la régulation des
gènes de virulence et la réponse au stress oxydatif.
7.3.1. PBPs impliquées dans la perception des nutriments
La croissance et la survie d’A. tumefaciens dépend de sa capacité à transporter les sources nutritives
disponibles dans son environnement : les sucres, les opines. Les sucres (glucose, galactose,
saccharose) sont trouvés par la bactérie dans les exsudats des tissus végétaux blessés et dans les
tumeurs. Le transport des ces sucres se fait par des PBPs comme ChvE et les Glucose Binding Protein
(GBP 1 et 2),…, qui sont des protéines très affines aux sucres. Les opines, comme indiqué
précédemment  sont des composés carbonés utilisés comme source nutritive par les agrobactéries qui
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les synthétisent. Dans le cadre de ce projet, les PBPs responsables du transport de la nopaline chez A.
tumefaciens C58 et de l’octopine chez A. tumefaciens A6, sont respectivement NocT et OccJ. Les
gènes noc et occ, portés par le plasmide Ti dans une région proche de l’ADN-T, codent pour ces PBPs
(Zanker et al, 1992).
7.3.2. PBP impliquée dans le transfert conjugatif
La protéine AccA joue un rôle dans le QS et plus particulièrement dans la perception et le transport
des agrocinopines A et B. Ces deux composés produits dans les tumeurs par A. tumefaciens C58 par le
gène acs sont responsables du transfert horizontal du plasmide Ti (Ellis et al, 1982). En plus de son
rôle dans la dissémination du pouvoir pathogène d’A.tumefaciens C58, AccA est aussi responsable de
la perception d’un antibiotique produit par la souche Agrobacterium radiobacter K84, l’agrocine 84.
Dans le système octopine-type, la protéine OccJ a un rôle similaire à celui d’AccA. En effet, OccJ
participe à la perception de l’octopine qui est aussi impliqué dans le transfert conjugatif du plasmide
Ti des souches d’A. tumefaciens à octopine.
7.3.3. PBP impliquée dans la régulation des gènes de virulence
Le pouvoir pathogène d’A. tumefaciens est lié à l’expression des gènes de virulence vir. Dès le début
de l’infection de la plante une PBP, la protéine ChvE intervient pour la reconnaissance des signaux
végétaux. Cette PBP est spécifique des sucres et collabore avec le sensor VirA et le régulateur VirG
pour activer la transcription des gènes vir (Stachel et Zambryski, 1986). Ensuite pour la régulation des
gènes vir, la protéine ChvE est de nouveau sollicitée pour la régulation indirecte de vir via le domaine
périplasmique VirA (Shimoda et al, 1993). En effet lorsque ChvE est en complexe avec un sucre, il
interagit avec VirA. Cette interaction augmente la sensibilté de VirA aux composés phénoliques,
facilitant ainsi l’activation de VirA qui va à son tour activer VirG. Permettant ainsi à VirG de se fixer
sur les séquences promotrices des gènes vir et d’activer leur transcription (Jin et al, 1990 ; Brencic et
Winans, 2005).
7.3.4. PBP impliquées dans la réponse au stress oxydatif
En réponse à l’infection de la plante par les bactéries, la plante génère et accumule des espèces
réactives de l’oxygène (peroxyde d’hydrogène, ion superoxyde) (Wojtaszek, 1997). Pour pouvoir
survivre A. tumefaciens a mis en place un système de défense antioxydant dans lequel interviennent
plusieurs PBPs : Atu0202, Atu4022 et Atu3391. Ces PBPs participent au transport et à la régulation de
l’homéostasie du fer chez A. tumefaciens (Ngok-Ngam et al, 2009).
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